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摘要 : 本 研究 从 柑橘 抗 病 品种 


酵 产 物 对 柑橘 淄 疡 病 戎 的 抑制 活性 
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的 健康 植株 不 同 组 织 中 分 离 纯 化 和 鉴定 内 生 真菌 ， 
, 以 明确 柑橘 抗 病 品种 中 内 生 真 菌 的 组 成 及 其 产 抗 柑橘 省 
为 柑橘 温 疡 病 抗 菌 剂 的 开发 黄 定 基础 。 通 过 组 织 培养 ; 


并 测定 其 发 


法 分 离 内 
ERK, 采用 形态 学 和 分 子 生物 学 方法 对 其 进行 鉴定 ; 基于 前 期 的 持 抗 预 试验 结果 ,选取 代 


表 性 菌株 进行 发 酵 培 养 ， 通 过 乙酸 乙 酯 浸 提 ， 真 空 抽 滤 、 旋 转 蓉 发 浓缩 制备 粗 提 物 ; 采用 带 


毒 平板 涂 布 法 测定 不 同 菌 株 发 酵 产物 乙酸 乙 酯 提取 物 对 柑橘 溃疡 病菌 的 抑制 活性 。 
共 分 离 得 到 72 株 内 生 真 菌 ， 归 为 2 门 


结果 表明 : 


(Ascomycota、Basidiomycota)、14 个 属 ， 
BARAM (Colletotrichum), PRERJE (Guignardia), ERKE (Alternaria) 和 镰刀 属 


其 中 优势 


CFwsariamz)。 不 同 柑橘 品种 中 内 生 真 菌 多 样 性 指数 为 温州 蜜柑 《桂林 ) > 沙 糖 桔 《〈 桂 林 ) > 
沙 糖 村 (梧州 )。 不 同 组 织 中 内 生 真 菌 多 样 性 变化 因 地 理 位 置 差异 而 有 所 不 同 ， 采 自 桂 林 的 


温州 蜜柑 和 沙 糖 桔 均 为 叶片 ! 


同 程度 抑制 活性 。 不 同 柑橘 品种 中 的 优势 属 的 MIC 介 于 0.312 5-10 mg * mE! 


MIC 介 于 0.156-5 mg:mL 


kt 有 属 Fusarium 的 MIC 介 于 0.312 5-2.5 mg * mL 


表明 柑橘 抗 病 品种 中 内 生 真菌 具有 丰富 多 样 性 , 并 且 其 发 酵 提 取 物 普遍 对 柑橘 溃疡 病菌 具有 
抑制 作用 。 特 有 属 抑 菌 活性 总 体 优 于 优势 属 ， 共 有 属 Fusarium 在 不 同 柑橘 抗 病 品 和 


有 显著 抑 菌 效果 。 


的 内 生 真 菌 的 多 样 性 高 于 枝条 , 而 采 自 梧州 的 沙 糖 桔 为 叶片 中 
I] A FEET T BOR. 并 且 采 自 梧州 的 柑橘 样品 与 采 自 桂林 的 柑橘 样品 中 的 内 生 真 
测定 了 30 株 内 生 真 菌 乙 酸 乙 酯 提取 物 对 柑橘 溃疡 病 戎 的 抑制 活性 , 其 中 29 RM 出 不 
， 特 有 属 的 
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Abstract: In this study, to provide a basis for the controlling of citrus canker disease, endophytic 
fungi from different citrus disease-resistant cultivars were isolated and identified by using tissue 
culture method, and morphology combined with molecular method, respectively. Representative 
endophytic fungi were selected based on the antagonism results in pre-experimental, to determine 
the antibacterial activity with their ethyl acetate extracts from the fermented culture against 
pathogen Xanthomonas citri subsp. citri, using toxic medium coating method. The results were as 
follows: A total of 72 endophytic fungi were obtained from different citrus cultivars Citrus unshiu 
Marc., C. reticulata Blanco cv. Shatangju and C. reticulata Blanco cv. Shatangju, classified into 
14 genera. Fungal isolates belong to phylum Ascomycota and Basidiomycota. The frequent genera 
were Colletotrichum, Guignardia, Alternaria and Fusarium. 'The diversity indices of endophytic 
fungi from different citrus as follow: Citrus unshiu Marc. (Guilin) > C. reticulata Blanco cv. 
Shatangju (Guilin) > C. reticulata Blanco cv. Shatangju (Wuzhou). The diversity indices of 
endophytic fungi were different, which were isolated from different tissues of citrus associated 
with different geographical location. The similarity of endophytic fungi in the citrus samples 
collected from Wuzhou and those from Guilin was low. The antibacterial activity of ethyl acetate 
extracts from the fermented culture of 30 endophytic fungi were determined against pathogen X. 
citri subsp. citri in vitro assay. Most of their extracts exhibited significant inhibition. Among them, 
the MIC of dominant genera, specific genera and shared genus ranged from 0.312 5-10 mg: mL, 
0.156-5 mg: mL! and 0.312 5-2.5 mg: ml, respectively. The results indicated that the endophytic 
fungi in citrus disease-resistant cultivars were rich in diversity, and most of their extracts exhibited 
inhibition against X. citri subsp. citri. The antibacterial activity of specific genera is generally 
better than the dominant genera. All of the strains in the shared genus Fusarium displayed 
significant inhibition against X. citri subsp. citri. 

Key words: citrus endophytic fungi, Xanthomonas citri subsp. citri, ethyl acetate extract, 


minimum inhibitory concentration (MIC) 


柑橘 溃疡 病 〈citrus bacterial canker disease, CBCD) 是 影响 全 球 柑 桶 种植 业 发 展 的 重大 
检疫 性 病害 , 对 柑橘 产业 危害 严重 ( 陈 先 锋 等 , 2017)。 其 病原 是 柑橘 黄 单 胞 杆菌 CXaztpomzonas 
citri subsp. citri )， 同 物 异 名 为 (X. campestris pv. citri X X. axonopodis pv. citri) 《〈 姚 廷 山 等 ， 
201$)， 具 有 易 传 播 、 难 防治 的 特点 〈Savietto et al., 2018 )。 每 年 需 使 用 大 量化 学 药剂 对 其 进 
行 防治 。 但 随 着 传统 化 学 药剂 的 长 期 反复 使 用 ， 导致 的 农药 残留 、 环 境 污 染 、 耐 药 菌株 等 问 
题 不 断 增 加 (Lamichhane et al., 2017)。 因 此 ， 坡 需 寻找 和 开发 高 效 、 氏 毒 的 新 型 抗菌 剂 。 

植物 内 生 真 菌 作 为 一 类 特 境 微生物 ， 已 成 为 寻找 和 开发 抗菌 活性 天 然 产物 的 重要 资源 。 
植物 内 生 真 菌 是 指 在 其 生活 史 中 的 某 一 阶段 或 全 部 阶段 存在 于 健康 植物 体 组 织 中 , 但 并 不 引 
起 宿主 植物 产生 明显 病害 症状 , 并 且 与 宿主 植物 互利 共生 的 真菌 (Abdalla & Matasyoh, 2014). 
植物 内 生 真 菌 不 仅 可 通过 分 ?小 次 生 代谢 产物 或 刺激 宿主 产生 活性 物质 提高 宿主 防御 病害 能 
力 ( Rodriguez et al., 2009; Ding et al.,2013)， 并 且 一 些 植物 内 生 真 菌 离开 宿主 后 ， 还 可 通过 
人 工 培 养 发 酵 产生 抗菌 活性 物质 CVenugopalan & Srivastava, 2015 )， 为 大 规模 生产 生 防 菌 剂 
提供 可 能 。 利 用 植物 内 生 真 菌 代谢 产物 防治 植物 病害 已 有 较 多 研究 报道 (Fe Andrés et al., 
2017)。 尤 其 是 近年 来 ， 对 作物 中 内 生 真 菌 组 成 及 其 对 宿主 病害 防治 作用 的 研究 ， 持 续 成 为 
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当前 内 生 真 菌 研究 领域 关注 的 热点 (Nicoletti, 2019)。 利 用 柑橘 内 生 真 菌 代谢 产物 防治 柑橘 
病害 的 研究 已 有 少量 报道 ， 如 郭 东 升 等 (2020) 研究 发 现 柑橘 果实 中 的 一 株 内 生 燕 麦 鳞 刀 菌 
(Fusarium avenaceum Gds-1 ) 对 柑橘 青 霉 病 具 有 高 效 稳定 的 防治 效果 ， 以 其 无 菌 发 酵 滤 液 
单独 施用 28 d 和 56 d 时 , 对 柑橘 青 霉 病 的 防 效 与 100 pg-mL” 的 抑 霉 唑 相当 .Pena et al.(2017) 
从 柑橘 中 筛选 获得 一 株 内 生 真 菌 Muscodor sp. LGMF1254 产生 的 挥发 性 物质 对 柑橘 黑 斑 病 
原 菌 菌 丝 和 孢子 具有 显著 抑制 活性 , 并且 能 有 效 控制 离 体 叶片 组 织 病 斑 形成 。Tran et al.(2019) 
发 现 提 前 在 柑橘 果实 上 接种 柑橘 内 生 真 菌 Phyllosticta capitalensis 和 已 paracapitalensis 也 可 
有 效 控 制 柑橘 黑 斑 病 的 发 生 。 
柑橘 中 含有 丰富 的 内 生 真 菌 资 源 (Nicoletti, 2019)， 并 且 不 同 柑橘 品种 中 内 生 真 菌 的 组 
成 可 能 不 同 。 任 建国 (2006) 研究 广西 主要 柑橘 品种 对 柑橘 溃疡 病 的 抗 性 ， 发 现 无 核 沙 糖 桔 
和 温州 蜜柑 均 为 抗 病 品 种 。 吴 思 梦 (2018) 研究 发 现 从 抗 病 品种 温州 蜜柑 中 分 离 的 拷 抗 内 生 
细菌 较 感 病 品种 纽 蓓 尔 脐 柳 多 ， 且 感 病 品种 纽 荷 尔 脐 检 中 同时 存在 持 抗 细菌 和 感 病 协同 菌 。 
但 有 关 柑 橘 抗 病 品 种 中 内 生 真 菌 的 组 成 与 其 对 柑橘 抗 溃疡 病菌 的 作用 关系 , 以 及 柑橘 抗 病 品 
种 中 的 内 生 真菌 能 和 否 产生 抑制 柑橘 溃疡 病菌 的 活性 产物 等 方面 的 研究 尚未 见报 道 。. 本 研究 旨 
在 从 柑橘 抗 病 品 种 温州 蜜柑 和 沙 糖 桔 中 分 离 纯 化 并 鉴定 内 生 真菌 ， 明 确 其 内 生 真菌 组 成 ,并 
通过 离 体 抗菌 活性 的 评估 , 探究 柑橘 内 生 真 菌 产 抗 柑 橘 泪 疡 病菌 活性 成 分 的 潜力 ,为 其 后 期 
必用 于 柑橘 误 疡 病 的 防治 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 柑橘 样品 及 柑橘 内 生 真菌 的 分 离 
健康 柑橘 叶片 和 枝条 于 2016 年 11 H, 分别 采 自 : 广西 桂林 市 柑橘 研究 所 (温州 蜜柑 ); 
广西 桂林 市 二 塘 乡 骆 家 寨 〈 沙 糖 桔 ); 广西 梧州 市 苍 梧 县 〈 沙 糖 桔 )。 每 个 地 点 随机 选取 5 
株 健康 柑橘 植株 〈3 年 以 上 株 龄 )， 共 15 株 。 在 柑橘 植株 上 选取 4 条 颜色 为 暗 绿色 、 枝 径 粗 
约 为 0.4 cm、 带 有 深 绿 色 叶 片 的 枝条 ， 用 枝 剪 从 枝条 基部 上 方 约 3 cm 处 剪断 ， 将 剪 取 的 枝 
叶 做 好 标记 ， 总 共 采 集 60 份 样品 。 装 至 保鲜 袋 中 带 回 实验 室 ， 立 即 进行 内 生 真菌 的 分 离 纯 
化 。 柑 橘 样品 叶片 和 枝条 中 的 内 生 真 菌 分 离 纯 化 参照 Lou et al. 〈2013)、 王 利 娟 和 贺 新 生 
《2006)、 徐 祥 林 等 〈2019) 的 方法 。 
1.2 柑橘 溃疡 病菌 

柑橘 误 疡 病菌 为 广西 师范 大 学 珍稀 濒危 动 植物 生态 与 环境 保护 省 部 共 建 教育 部 重点 实 
e 验 室 化 学 生态 实验 室 于 2017 年 12 份 分 离 和 保存 的 菌 种 。 
= 13 内 生 真 菌 的 鉴定 
Fr 主要 采用 形态 学 和 分 子 生 物 学 的 方法 对 内 生 真 菌 进 行 鉴 定 。 形 态 学 鉴定 主要 以 不 同 培养 
基 (PDA, CMA, NGA) 对 分 离 得 到 的 内 生 真 菌 进行 培养 ， 观 察 菌 落 形 态 、 颜 色 、 边 缘 形 
状 、 生 长 速率 、 基 质 颜 色 等 ， 以 及 其 显微镜 结构 特征 〈 如 菌 丝 有 无 分 隔 、 分 支 ， 分 生 孢 子 形 
态 、 大 小 ， 产 孢 结构 特征 等 )， 结 合 《 真 菌 鉴 定 手册 》( 魏 景 超 ，1979)、 相 关 文 献 、 实 验 室 
已 知 菌 种 进行 鉴定 。 分 子 鉴 定 主要 通过 内 生 真 菌 的 rDNA-ITS 序列 对 其 进行 鉴定 。 以 真菌 通 
3| 物 ITS1 ( | S-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ) 和 ITS4 
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') 扩 增 菌株 ITS 碱 基 序列 ， 委 托 北京 六 合 华 大 基因 科技 
有 限 公 司 武汉 分 公司 进行 检测 纯化 及 测序 。 所 获 的 测序 结果 与 GenBank 中 的 序列 进行 
BLAST 比 对 ， 选 择 相似 度 最 高 的 菌株 ， 以 MEGA X 软 件 Neighbor-joining (NJ) 构建 系统 发 
育 树 ， 进 行 同 源 性 分 析 ， 进 行 自 展 次 数 为 1 000 的 置信 度 检 测 ， 根 据 系统 发 育 树 中 的 组 群 关 
系 对 菌株 进行 分 类 。 
1.4 内 生 真 菌 的 多 样 性 指数 统计 分 析 方 法 

内 生 真 菌 的 多 样 性 指数 统计 分 析 主 要 参考 徐 祥 林 等 (2019)、Chowdhary & Kaushik (2015) 
的 方法 。 具 体 如 下 : 

相对 频率 (relative frequency, RF): 分 离 到 某 种 属 内 生 真 菌 的 菌株 数量 占 分 离 到 的 所 有 


a 


Sd 


总 菌株 数量 的 百分数 ， 即 RF C960 =《〈 某 种 属 内 生 真 菌 菌株 数量 /分 离 到 的 所 有 内 生 真菌 总 
菌株 数 ) X100. 

A RETETRAR CHO: 根据 Shannon-Weiner 指数 公式 计算 ， 即 本 = —YXE,PixInPi, 5X 
中 : 为 某 种 植物 或 组 织 中 内 生 真菌 种 类 的 总 数 ，Pi 为 某 种 属 内 生 真 菌 的 菌株 数量 占 分 离 
到 的 所 有 总 菌株 数量 的 百分数 。 
相似 性 系数 (CS) 是 根据 Sorenson 系数 公式 计算 ， 即 CS=2j/ (atb)， 式 中 : j 是 两 种 组 
织 中 具有 的 相同 内 生 真 菌 种 类 数 ，a 是 一 种 组 织 中 内 生 真 菌 的 种 类 数 ; b 是 另 一 组 织 中 内 生 
真菌 的 种 类 数 。 相 似 性 系数 可 以 比较 两 种 组 织 之 间 内 生 真 菌 种 类 组 成 的 相似 程度 。 
1.5 内 生 真 菌 的 发 酵 培养 及 粗 提 物 制备 

无 菌 条 件 下 ， 用 打 孔 器 (直径 4mm) 在 已 经 活化 好 的 菌落 边缘 处 打 孔 ， 取 3 块 菌 饼 接 
入 含有 马铃薯 葡萄 糖 液 体 培养 基 (PDB, 150 mL) 的 锥 形 瓶 (250 mL) 中 ， 置 于 恒温 摇 床 
上 ，(28+1) °C, 150 rmin -震荡 培养 。 培 养 3~5 d 后 ， 即 可 得 到 发 酵 种 子 液 。 取 5 mL 种 子 
液 接种 于 事先 准备 好 的 大 米 固体 培养 基 ， 放 置 培养 箱 中 ，(28+1) °C 培养 60 d. 
将 发 酵 好 的 产物 进行 干燥 、 粉 碎 处 理 ， 用 适量 乙酸 乙 酯 浸泡 提取 3 次 ， 真空 抽 滤 ,合并 
3 次 提取 滤液 ， 用 旋转 蒸发 仪 浓缩 蒸 干 ， 即 得 到 内 生 真 菌 发 酵 产物 的 乙酸 乙 酯 粗 提 物 。 
1.6 抑 菌 活性 测定 

采用 带 毒 平板 涂 布 法 〈 莫 立 义 , 1994)， 用 丙酮 将 样品 次 解 配制 成 药 液 ,将 药 液 与 热 熔 冷 
却 至 50-55 "C 的 牛肉 膏 培 养 基 按 1 : 9 混合 均匀 后 , 倒 入 6 cm 培养 四 《每 四 5 mL)， 对 照 组 
以 丙酮 纯 溶 剂 代替 药 液 待 凝固 后 ,吸取 50 uL 柑橘 溃疡 病菌 悬浮 液 ( 浓 度 约 109-107 cfu-mL!) 
至 培养 基 表 面 , 用 无 菌 涂 布 棒 涂 布 均匀 , 每 处 理 设 3 个 重复 , 置 于 (28+1) 恒温 培养 72 h， 
观察 和 记录 细菌 生长 情况 ， 以 “+” 代 表 有 菌 生 长 ,“-” 代 表 无 菌 生长 。 对 于 有 活性 的 内 生 
真菌 发 酵 物 ， 进 一 步 测定 其 最 低 抑 制 浓度 (MIC)， 配 制 系列 梯度 浓度 药 液 ， 按 照 如 上 方法 
操作 ， 以 病原 菌 不 生长 的 最 小 浓度 为 最 低 抑 制 浓度 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 柑橘 内 生 真 菌 的 定 殖 率 和 分 离 率 

从 不 同 柑橘 品种 的 叶片 和 枝条 中 总 共 分 离 得 到 72 株 内 生 真 菌 〈 表 1)。 从 温州 蜜 
柑 中 分 离 得 到 50 株 ， 包 括 叶 片 40 株 、 枝 条 10 株 。 从 桂林 采集 的 沙 糖 桔 中 分 离 得 到 7 株 ， 
包括 叶片 4 株 、 (nca B eS ee 
株 。 不 同 采 集 地 的 柑橘 抗 病 品 种 的 不 同 组 织 中 内 生 真菌 数量 变化 有 所 不 同 , 采 自 桂林 的 柑橘 
人 而 在 采 自 梧州 的 柑橘 抗 病 品 种 中 , 则 为 叶 
片 中 内 生 真 菌 数 量 低 于 枝条 中 的 。 

表 1 不 同 柑橘 样品 叶片 和 枝条 中 分 离 内 生 真 菌 数量 


Table 1 Number of the endophytic fungi isolated from the leaves and twigs of different citrus 


cultivars 
菌株 数量 
宿主 采集 地 经 纬度 Number of the isolates it 
Host Collection place Longitude and latitude 叶片 枝条 Total 
Leaves Twigs 
广西 桂林 七 星 区 
温州 蜜柑 110°19'44" E 
Qixing District, 40 10 
Citrus unshiu Marc. 25?16'13" N 
Guilin, Guangxi 72 
沙 糖 桔 广西 桂林 象山 区 11091636" E i , 


Citrus reticulata Blanco cv. Xiangshan District, 25?11'5"N 


Shatangju 
von 
Citrus reticulata Blanco cv. 


Shatangju 


22 柑橘 内 生 真 菌 的 鉴定 


Guilin, Guangxi 
广西 梧州 苍 梧 县 


Cangwu County， 


111?1'18" E 
23?29'46" N 


Wuzhou, Guangxi 


根据 菌株 菌落 形态 、 颜 色 、 生 长 速度 、 边 缘 形 状 、 基 质 颜色 以 及 显 微 结构 ， 将 菌株 归 为 


21] CTEK TRUE T TD. 14 C 2)。 其 中 担子 关门 仅 含 1 科 1 属 ， 其 余 均 归 为 子 吉 


菌 门 。 选 取 30 株 代表 菌株 ; 


选取 相似 度 最 高 的 已 知 属 种 的 序列 ， 采 


行 分 子 鉴定 ， 将 其 ITS 序列 在 GenBank 中 进行 BLAST 比 对 ， 
] MEGA X 软 件 以 NJ 法 构建 系统 进化 树 ( 图 1)， 分 


析 其 同 源 性 。 基 于 ITS 序列 的 BLAST 比 对 结果 与 系统 进化 同 源 性 分 析 ， 结 合 形态 学 特征 ， 


30 株 内 生 鉴 定 结果 及 GenBank 序列 号 如 表 3 所 示 ， 包 含 14 


HEEE (Aureobasidium), IE (Cladosporium), WI 


Aa (Colletotrichum), MJE 


个 属 : 链 格 孢 属 (Alternaria), 


(Corynespora), ZWE) (Curvularia), HES (Diaporthe), WERK )E (Epicoccum), 
48 7JJ8 (Fusarium), NER HE K JE (Leptosphaeria ) , 9c R J& (Nemania), SE f& Je  Nigrospora) « 
ERE A JS [Guignardia (Phyllosticta)]. RAJE (Schizophyllum). 


分 子 鉴定 结果 与 形态 鉴定 基本 一 致 。 其 中 ， 在 系统 


化 树 中 ， 内 生 真 菌 LJZ-J-4、 


WZMQG-Y-24 和 WZMG-Y-4 所 聚集 的 分 文 包 含 Guignardia mangiferae A YEI ) I Phyllosticta 


capitalensis (无 性 型 )。 对 于 菌 


umx (5-) 6~7 num， 有 透明 的 、 符 


株 LJZ-J-4 和 WZMG-Y-24, 它 人 


站 的 分 生 孢 子 大 小 为 (8~)10~12 
和 液 样 的 顶端 附着 物 (7~13 umx 1~1.5 um), REIR, IX 


些 特征 与 Guignardia mangiferae 分 生 孢 子 特 征 一 致 ， 并 显著 


的 分 生 孢 子 (Glienke et al., 2011; Guarnaccia et al., 2017)。 
WZMG-Y-24 鉴定 为 Guignardia mangiferae。 由 于 未 观察 到 WZMG-Y-4 的 分 生 孢 子 ， 难 以 区 
分 其 归属 的 种 ， 本 研究 将 WZMG-Y-4 暂时 鉴定 至 Phyllosticta sp.， 有 待 进一步 鉴定 。 此 外 ， 
由 于 IDNA-ITS 序列 分 析 存 在 的 不 足 ， 例 如 i 


行 序列 比 对 的 数据 库 需 不 断 完 善 〈 据 估计 


区 别 于 Phyllosticta capitalensis 
因此 ， 将 内 生 真菌 LJZ-J-4 和 


GenBank FHA 10%~20% 的 真菌 序列 存在 错误 鉴定 ), 以 及 对 于 某 些 物种 其 ITS 区 序列 可 变 
的 程度 相对 不 高 ， 不 足以 用 来 分 析 其 属 种 或 组 群 间 的 差异 等 〈 燕 勇 等 ，2008; 郑 冰 等 ，2011 


李 营 等 ，2015)， 后 续 还 需 结合 深入 


不 同 柑橘 样品 中 内 生 真 菌 分 布 及 种 居 


的 、 系 统 性 的 形态 研究 对 菌株 进行 准确 鉴定 。 
差异 较 大 。 在 分 离 的 内 生 真菌 中 , 温州 蜜柑 中 共 包 


含有 8 个 属 ,优势 属 为 Colletotrichum(27.78%)、Alternaria( 15.28%)、Guignardia (Phyllosticta) 
《13.89% )。 桂 林 采 集 的 沙 糖 桔 中 共 包 含 5 个 属 : Leptosphaeria, Guignardia (Phyllosticta), 
Fusarium, Nemania, Nigrosporas 除了 Leptosphaeria、 Guignardia (Phyllosticta) 的 相对 频率 


为 2.78% 外 ， 其 他 各 属 的 相对 频率 均 为 1.39%。 梧 州 采 集 的 沙 糖 村 中 


包含 5 个 属 ， 优 势 属 


为 Fusarium (11.11%), Epicoccum (4.1796). Colletotrichum (2.7896) . Alternaria, Diaporthe, 
Aureobasidium, Cladosporium 仪 分 布 在 温州 蜜柑 中 ; Nemania, Nigrospora, Leptosphaeria 


仅 分 布 在 桂林 采集 的 沙 糖 桔 ! 


沙 糖 桔 中 。 


; Curvularia, Epicoccum, Corynespora 仅 分 布 在 梧州 采集 的 


不 同 组 织 部 位 中 的 内 生 真 菌 种 属 差 异 较 大 。Alternaria、 Diaporthe, Nemania 和 Nigrospora 

仅 分 布 在 叶片 中 ，Aureobasidium、Cladosporium、Leptosphaeria、Curvularia、Epicoccum、 
Corynespora、Schizophyllum 仅 分 布 在 枝条 中 。 
表 2 柑橘 内 生 真 菌 组 成 及 相对 频率 


Table 2 Endophytic fungi isolated from different citrus cultivars and their relative frequency 


分 类 地 位 


Classificatory station 


分 离 


苗 株 数目 /相对 频率 C06) 


Number of the isolates / Relative frequency( RF, 96) 
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温州 蜜柑 (桂林)》 


Citrus unshiu Marc. (Guilin) 


沙 糖 村 (桂林 ) 


Citrus reticulata Blanco cv. 


沙 糖 桔 《〈 梧 州 ) 


Citrus reticulata Blanco cv. 


% g Shatangju (Guilin) Shatangju (Wuzhou) 
门 纲 科 属 
Phyla Classes Families Genus 
叶片 枝条 ” 小 计 叶片 枝条 小 计 叶片 枝条 小 计 
Leaves Twigs Subtotal Leaves Twigs Subtotal Leaves Twigs Subtotal 
THN BREN 孢 腔 菌 科 $t ke fa lO 111528 0 11/1528 0 0 0 0 0 0 11/1528 
Ascomycota . 
Dothideomycetes Pleosporaceae Alternaria 
72 — d 属 0 0 0 0 0 0 0 1/1.39  1/1.39 1/1.39 
Curvularia 
亚 隔 抱 这 科 附 球菌 属 0 0 0 0 0 0 0 3/4.17 — 3/417 3/4.17 
Didymellaceae ! 
Epicoccum 
小 球 腔 菌 科 小 球 腔 菌 属 0 0 0 0 2/2.78 2/2.78 0 0 0 2/2.78 
5 Leptosphaeriaceae Leptosphaeria 
quem 
三 Saccotheciaceae 短 梗 霉 属 0 1/1.39 1/1.39 0 0 0 0 0 0 1/1.39 
e Aureobasidium 
LJ 
= Beta E 枝 孢 属 0 11.39 1/39 0 0 0 0 0 0 1/1.39 
e Cladosporiaceae ; 
N Cladosporium 
N FEHTBURL E Tf E 0 0 0 0 0 0 0 1/1.39  1/1.39 1/1.39 
"m 
> Corynesporascaceae — Corynespora 
numm 
© 叶 点 霉 科 球 座 菌 属 8/11.11 2/2.78 10/13.89  1/L39 1/139 2/278 0 0 0 12/16.67 
c Phyllostictaceae Guignardia 
ü rm 
É ers (Phyllosticta) 
FEA RETER 间 座 壳 属 2078 0 2078 0 0 0 0 0 0 2/2.78 
. Diaporthaceae Diaporthe 
Sordariomycetes 
小 从 过 和 和 ifa 182500 2/238 202778 0 0 0 22.8 0 2/2.78 22130.56 
Glomerellaceae Colletotrichum 
ARTER LZA 1/1.39 0 1/1.39 1/.39 0 1/1.39 0 8/11.11 8/11.11 — 10/13.89 
Nectriaceae Fusarium 
x A Wi RTOX HR Wim 0 0 0 1/.39 0 1/1.39 0 0 0 1/1.39 
Xylariaceae Nemania 
BERERE fem 0 0 0 11.9 0 1139 0 0 0 1/1.39 
Trichosphaeriaceae Nigrospora 
担子 菌 门 FHN RUSEUEL AMAR 0 4/5.56 — 4/5.56 0 0 0 0 0 0 4/5.56 
Basidiomycota Agaricomycetes Schizophyllaceae Schizophyllum 


相同 。 


ji) 


注 : 11/15.28 表示 该 属 菌 株 总 数量 


为 11， 该 属 内 生 真 菌 相对 频率 为 15.28%， 


其 他 的 相同 表示 方法 意义 与 此 


Note: 11/15.28 means the number of the isolates was 11 and relative frequency was 15.28%, the other is similar. 


表 3 柑橘 内 生 真 菌 分 子 鉴定 结果 


Table 3 Molecular identification of endophytic fungi obtained from different tissues of citrus 


cultivars based on ITS rDNA analysis 


荐 菌株 〈 基 因 登 


mik x9) 
"E 分 离 部 相似 菌株 (基因 登录 号 ) 相似 度 l 
分 离 菌株 ” Query Proposed species 
. 位 Closest identified relative Identity 
Fungal isolate? coverage or taxonomic 
Tissues (GenBank acc. No.) (%) 
(%) group (GenBank 
accession number) 
HT Alternaria alternata (MH567106) Alternaria sp. 
WZMG-Y-1-1 100 100 
Leaves Alternaria sp. (MH669498) (MK351430) 
HT Alternaria sp. 
WZMG-Y-16-1 Alternaria sp. (KJ935028) 100 100 
eaves (MK351432) 
Hr Alternaria pharbitidis (JX418344) Alternaria sp. 
WZMG-YB-1-C 99 99 
Leaves Alternaria sp. (KC147565) (MK351434) 
H Aureobasidium 
WZMQG-J-8-2 du Aureobasidium pullulans ()Q235065) 100 99 pullulans 
wigs 
(MK351435) 
Cladosporium tenuissimum 
Tx Cladosporium sp. 
WZMQG-J-1 (MK311278) 100 100 
Twigs (MK351436) 
Cladosporium sp. (MK120861) 
Colletotrichum 
叶 Colletotrichum boninense 
WZMG-Y-6 99 100 boninense 
Leaves (KX343044) 
(MK351438) 
Colletotrichum gloeosporioides 
(MK311220) 
叶 Colletotrichum sp. 
STJ-Y-1-B Colletotrichum sp. (MG800852) 100 100 
Leaves (MK351439) 
Colletotrichum fructicola 
(MK208463) 
Colletotrichum gloeosporioides 
(MK311220) 
Hr Colletotrichum sp. 
WZMG-Y-21 Colletotrichum sp. (MG800852) 100 100 
Leaves (MK351440) 
Colletotrichum fructicola 
(MK208463) 
Tx Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum sp. 
WZMQG-J-6 97 99 
Twigs (KM463758) (MK351441) 
Colletotrichum gloeosporioides 
Hr Colletotrichum sp. 
WZMG-Y-35 (KC172072) 99 99 
Leaves (MK351442) 
Colletotrichum sp. (KR822137) 
Hr Colletotrichum plurivorum Colletotrichum 
WZMG-Y-2 100 100 
Leaves (MG748076) plurivorum 


WZMQG-J-5 


STJ-J-1 


STJ-J-5 


WZMG-Y-12 


STJ-J-6-1 


STJ-J-6-2 


STJ-J-3-1 


STJ-J-3-6 


LJZ-Y-20 


WZMG-Y-1-2 


LJZ-J-2 


LJZ-J-2-3 


LJZ-Y-11 


LJZ-Y-7 


LJZ-J-4 


WZMG-Y-24 


WZMG-Y-4 


Twigs 


E 
Twigs 


E 
Twigs 
叶 
Leaves 
E 
Twigs 
E 
Twigs 


校 
Twigs 


Leaves 


校 
Twigs 


叶 


Leaves 


叶 


Leaves 


Colletotrichum sp. (JX624305) 


Corynespora cassiicola (MK139711) 


Curvularia eragrostidis (KP698723) 
Curvularia sp. (KC113296) 


Diaporthe sp. (KX065032) 


Epicoccum nigrum (HQ728258) 
Epicoccum sp. (JQ388284) 100 99.62 
Epicoccum nigrum (HQ728258) 
Epicoccum sp. (MK100174) 
Fusarium sp. (MH884137.1) 
Fusarium concentricum (MH613764) 
Fusarium proliferatum (Gibberella 
intermedia) (MK007292) 
Fusarium concentricum (MH613764) 
Fusarium proliferatum (Gibberella 


intermedia) (MH712163) 
Fusarium sp. (KU377521) 


Fusarium concentricum (MH613762) 
Fusarium proliferatum (Gibberella 


intermedia) (MH712162) 


Leptosphaeria sp. (MG732994) 


Leptosphaeria sp. (KX611651) 


Nemania diffusa (GU292817) 
Nemania sp. (KX611644) 


Nigrospora sp. (KF558877) 


Phyllosticta capitalensis (Guignardia 
mangiferae) (KP998485) 
Guignardia camelliae (FJ462743) 
Guignardia sp. (GU066700) 
Phyllosticta capitalensis (Guignardia 
mangiferae) (LN828209) 
Guignardia camelliae (FJA462743) 
Guignardia sp. (GU066700) 


Phyllosticta capitalensis (EU677815) 


96 


100 


99 


97 


100 


99 


100 


99 


99 


100 


100 


99 


99 


100 


100 


98 


100 


99 


100 


100 


100 


99 


99 


99 


99 


100 


100 


100 


99 


(MK351443) 
Colletotrichum sp. 

(MK351444) 

Corynespora 

cassiicola 

(MK351445) 
Curvularia sp. 
(MK351446) 
Diaporthe sp. 
(MK351437) 
Epicoccum sp. 
(MK351447) 
Epicoccum sp. 


(MK351448) 


Fusarium sp. 


(MK351449) 


Fusarium sp. 


(MK351450) 


Fusarium sp. 


(MK351451) 


Fusarium sp. 


(MK351452) 


Leptosphaeria sp. 
(MK351453) 
Leptosphaeria sp. 
(MK351454) 
Nemania sp. 
(MK351455) 
Nigrospora sp. 
(MK351456) 


Guignardia 
mangiferae 


(MK351457) 


Guignardia 
mangiferae 


(MK351458) 


Phyllosticta sp. 
(MK351459) 
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Schizophyllum 
WZMG-J-8-1 es Schizophyllum commune (FJ426395) 98 99 commune 
(MK351460) 
Schizophyllum 
WZMQG-J-9 M Schizophyllum commune (MG231814) 99 99 commune 
(MK351461) 
ik: * UL WZMG. LJZ fil STI 前 绥 编 号 的 菌株 分 别 表示 分 离 自 温 州 蜜柑 〈C. unshiu Marc.， 桂 林 )、 沙 糖 桔 


CC. reticulata Blanco cv. Shatangju, 4EJK) 和 沙 糖 村 CC. reticulata Blanco cv. Shatangju， 梧 州 )。 下 同 。 
Note: * Isolates with prefix WZMG, LJZ and STJ were isolated from C. unshiu Marc. (Guilin), C. reticulata 


Blanco cv. Shatangju (Guilin) and C. reticulata Blanco cv. Shatangju (Wuzhou), respectively. The same below. 
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Colletotrichum fructicola (MK208463) 


Collototrichum gíoeosporioidos (KC172072) 
IG-Y-35 


WZMG-J-6 

Colletotrichum gloeosporioides (KM463758) 
STJ-Y-1-B 

Colletotrichum sp. (MG800852) 

Colletotrichum gloeosporioides (MK311220) 

olletotrichum sp. (KR822137) 

os , WZMG-Y-6 


75 


Colletotrichum boninense (KX343044) 


WZMG-J-5 


Colletotrichum sp. (JX624305) 
WZMG-Y-2 


«co | Colletotrichum plurivorum 
LJZ-Y-20 (MG748076) 


vium sp. (KU377921) 


Fusarium sp. (MH884137 

Fusarium concentricum (MH613764) 

Fusarium proliferatum (Gibberella intermedia} (MH712163) 
29 STJ-J-3-6 

Fusarium concentricum (MH613762) 


WZMG^ 


2 
Fusarium proliferatum (Gibberella intermedia) (MK007292) 
|STJ-J-3-1 


E «o L Fusarium proliferatum (MH712162) 


WZMG-J-1 


ss || Cladesporium tenuissimum (MK311278) 


106 ICladosporium sp. (MK120861) 


100 | LJZ-Y-7 
ptm sp. (KF558877) 


Nemania diffusa (GU292817) 


[I 


LJZ-Y-11 
100 
as Nemania sp. (KX611644) 
WZMG-Y-12 
Diaporthe sp. (KX065032) 
100 p WZMG-J-8-2 


Pepea pullulans (JQ235065) 
Guignardia camelliae (FJ462743) 
Guignardia sp. (GUOG6700) 
Phyllosticta capitalensis (LNB28209) 
LJZ-J-4 


WZMG-Y-24 
WZMG-Y-4 
Guignardia mangiferae (EU677815) 
STJ-J-1 
Corynespora cassiicola (MK139711) 
os Epicoccum nigrum (HQ728258) 
Epicoccum sp. (JQ388284) 
Epicoccum sp. (MK100174) 
STJ-J-6-2 
STJ-J-6-1 

sz į LJZ-J-2 
LJZ-J-2-3 
Leptosphaeria sp. (MG732994) 
Leptosphaeria sp. (KX611651) 


ss 


Curvularia eragrostidis (KP598723) 
Curvularia sp. (KC113296) 

STJ-J-5 

WZMG-Y-1-1 

Alternaria sp. (MH&69498) 

Alternaria alternata (MH567106) 

naria sp. (KJ935028) 

WZMG-Y-16-1 

WZMG-YB-1-C 

Alternaria pharbitidis (JX418344) 
ternaria sp.(KC147565) 


Schizophyllum commune (FJ426395) 
Schizophyllum commune (MG231814) 


Phyllosticta capitalensis (Guignardia mangiferae) KP99848 
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| 
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以 WZMG. LJZ 和 STI 前 绥 编 号 的 菌株 分 别 表 示 分 离 自 温州 蜜柑 〈C. unshiu Marc., ERD, Wiata CC. 
reticulata Blanco cv. Shatangju, 桂林 ) 和 沙 糖 桔 〈C. reticulata Blanco cv. Shatangju, 梧州 )。Bootstrap=1 000, 
节 间 数字 代表 Bootstrap 支持 值 。 标 尺 长 度 代 表 遗 传 距离 。 

Isolates with prefix WZMG, LJZ and STJ were isolated from C. unshiu Marc. (Guilin), C. reticulata Blanco cv. 


Shatangju (Guilin) and C. reticulata Blanco cv. Shatangju (Wuzhou), respectively. The numbers at the branches 
indicated the percentages of trees from 1 000 bootstrap replication in which the branch occurs. Scale bar 
represented genetic distance. 
图 1 基于 30 株 内 生 真 菌 ITS rDNA 序列 所 得 的 系统 进化 树 
Fig. 1 Phylogenetic relationship analysis of the 30 fungal isolates from citrus to other fungi from 
GenBank, deduced from the ITS rDNA sequences 


2.3 各 组 织 中 内 生 真菌 的 多 样 性 与 相似 性 

在 选取 的 柑橘 品种 中 , 内 生 真菌 的 多 样 性 为 温州 蜜柑 > 沙 糖 村 (桂林) > 沙 糖 桔 〈 梧 州 )。 
不 同 组 织 中 内 生 真菌 多 样 性 指数 大 小 分 别 为 温州 蜜柑 中 ， 叶 (1.20〉> 枝 (0.62);， ERRA 
的 小 糖 村 中 ， 叶 (1.11〉> 枝 (0.64); 梧州 采集 的 沙 糖 村 中 ， 叶 (0.27) «fX (1.02)( 表 4)。 

从 选取 的 柑橘 品种 各 组 织 中 分 离 的 内 生 真 菌 的 相似 性 指数 在 0~0.22 的 范围 ( 表 5)， 其 
中 , 在 采 自 桂林 的 温州 蜜柑 和 沙 糖 桔 中 ， 二 者 叶片 中 的 相似 性 最 高 ， 其 次 为 温州 蜜柑 的 叶 与 
枝 。 而 从 梧州 采集 的 沙 糖 桔 的 叶 与 其 枝 中 内 生 真 菌 的 相似 性 指数 为 0， 并 且 其 叶 与 桂林 采集 
的 沙 糖 桂 的 叶 、 枝 ， 以 及 其 枝 与 桂林 沙 糖 桔 的 枝 、 温 州 蜜柑 的 枝 中 内 生 真 菌 的 相似 性 指数 均 
为 0， 表明 从 梧州 采集 柑橘 抗 病 品种 中 的 内 生 真 菌 与 桂林 采集 的 柑橘 抗 病 品 种 中 的 内 生 真 菌 
组 成 差异 较 大 。 


由 


人 


m 


表 A 不 同 柑橘 样品 的 叶片 与 枝条 中 内 生 真 菌 多 样 性 指数 


Table 4 Diversity indices of endophytic fungi isolated from the leaves and twigs of different citrus 


cultivars 
WZMG LJZ STJ 
项 目 
叶 枝 叶 枝 叶 枝 

Item 

Leaves Twigs Leaves Twigs Leaves Twigs 
多 样 性 指数 

1.20 0.62 1.11 0.64 0.27 1.02 


Shannon-Weiner index (H°) 


d 5 不 同 柑橘 样品 的 叶片 与 梳 条 中 内 生 真 菌 的 相似 性 指数 


Table 5 Similarity indices (CS) of genera of endophytic fungi isolated from the leaves and twigs of 


different citrus cultivars 


分 离 部 位 WZMG LJZ STJ 
柑橘 样品 . 
Tissues 叶 叶 枝 叶 ti 
Citrus 
Leaves Leaves Twigs Leaves Twigs 
T1 0.2 0.11 0.14 0.17 0 
Twigs 
WZMG 
叶 0.22 0.14 0.17 0.11 
Leaves 
叶 0.17 0 0.13 
Leaves 
LJZ 
Do 0 0 
Twigs 


STJ 叶 0 


Leaves 


2.4 柑橘 内 生 真菌 发 酵 产 物 对 柑橘 溃疡 病菌 抑制 活性 
基于 持 抗 预 试验 结果 ， 测 定 了 30 株 内 生 真菌 发 酵 产 物 粗 提 物 对 柑橘 溃疡 病菌 的 抑制 活 
性 ， 结 果 如 表 6 所 示 。 当 内 生 真 菌 发 酵 粗 提 物 处 理 浓 度 为 10 mgmL ”时 ， 除 内 生 真菌 
WZMG-Y27 外 ， 其 余 29 株 菌 株 对 柑橘 溃疡 病菌 均 具 有 抑制 作用 。 进 一 步 测定 29 株 内 生 真 
菌 对 柑橘 溃疡 病菌 的 最 低 抑制 浓度 Ce 6)， 发 现 29 株 内 生 真菌 乙酸 乙 酯 粗 提 物 对 柑橘 溃疡 
病菌 均 有 不 同 程度 抑制 作用 ， 最 低 抑 制 浓度 (MIC) 介 于 0.156~10 mgmL 。 本 次 选取 的 16 
株 温州 蜜柑 内 生 真 菌 中 ， 有 9 Fk (56.52%) 菌株 对 柑橘 溃疡 病菌 的 MIC. 小 于 1 mg mL; 在 
选取 的 7 株 桂林 沙 糖 桔 内 生 真菌 中 ， 有 5 Fk 〈71.43% ) 菌株 对 柑橘 溃疡 病菌 的 MIC. 小 于 1 
mgmL'; WRH 7 株 沙 糖 桔 〈 梧 州 ) 内 生 真 菌 中 ， 有 2 株 (28.57%) 菌株 对 柑橘 溃疡 病 
菌 的 MIC 小 于 1 mg'mL- 。 结 果 表 明 采 自 桂 林 的 柑橘 抗 病 品 种 的 高 活性 菌株 多 于 梧州 的 柑橘 
抗 病 品 种 。 
不 同 柑 橘 抗 病 品种 中 的 优势 属 及 特有 属 菌株 对 柑橘 溃疡 病菌 均 具 有 不 同 程度 的 抑制 活 
性 。 在 温州 密 柑 中 ， 优 势 属 和 特有 属 对 柑橘 溃疡 病菌 的 MIC 分 别 介 于 0.312 5-10 mg-mL” 
和 0.156 ~0.625 mgmIL 。 其 中 ， 其 特有 属 中 的 菌株 WZMG-Y-12 (Diaporthe), WZMG-J-8-1 
CSchizophyllum) 和 WZMG-J-9 (Schizophyllum) 对 柑橘 溃疡 病菌 具有 最 佳 抑制 活性 ，MIC 
均 为 0.156 mg-mL'!'; Aureobasidium, Cladosporium 也 为 仅 分 布 于 温州 蜜柑 中 的 菌 属 ， 该 属 
菌株 WZMG-J-8-2、WZMG-J-1 对 柑橘 溃疡 病菌 也 均 有 较 好 的 抑制 活性 , MIC 分 别 为 0.312 5 
mg:mL 和 0.625 mg-mL ;温州 蜜柑 中 的 优势 属 ColletotrichumC27.7896) . AlternariaC 15.2896 ) 
对 柑橘 溃疡 病菌 的 分 别 MIC. 介 于 0.312 5-10 mgmL 和 0.625~10 mgmL 。 对 于 优势 属 
[Guignardia (Phyllosticta)] 中 的 菌株 ， 本 次 仅 选取 一 株 (WZMG-Y-24) 进 行 测定 。 沙 糖 村 中 的 
优势 属 及 其 特有 属 对 柑橘 溃疡 病菌 也 具有 不 同 程度 抑制 作用 ，MIC 分 别 介 于 0.312 5-5 
mg:mL'! 和 0.312 5-2.5 mg-mL 7 ， 其 中 Leptosphaeria 既是 其 优势 属 ， 也 是 其 特有 属 。 此 外 ， 
与 其 他 柑橘 样品 的 共有 属 Fusarium 中 的 菌株 LJZ-Y-20 也 对 柑橘 溃疡 病菌 表现 了 较 好 的 抑制 
活性 ，MIC 为 0.312 5 mgmL- 。 采 自 梧 州 的 沙 糖 桔 中 的 内 生 真菌 优势 属 和 特有 属 对 柑橘 演 
疡 病菌 的 MIC 均 介 于 0.312 5-5 mgmL ， 其 中 Epicoccum 既是 其 优势 属 ， 也 是 其 特有 属 。 
有 具有 活性 的 内 生 真 菌 在 不 同 组 织 中 均 有 分 布 , 枝条 中 含有 的 高 活性 菌株 略 多 于 叶片 。 在 
本 次 测定 的 30 株 内 生 真 菌 中 , 16 株 分 离 自 叶片 , 其 中 8 株 (50%) 对 柑橘 溃疡 病菌 的 MIC<1 
mgmL'; 14 株 分 离 自 枝 条 ，8 株 〈57.14% ) 对 柑橘 溃疡 病菌 的 MIC<l mg-mL。 
Zx E, 采 自 桂林 的 柑橘 抗 病 品 种 的 高 活性 菌株 多 于 梧州 的 柑橘 抗 病 品种 ; 内 生 真 菌 中 的 
优势 属 及 特有 属 中 的 部 分 菌株 对 柑橘 溃疡 病菌 具有 较 好 的 抑制 活性 ; 具有 活性 的 内 生 真菌 在 
不 同 组织 中 均 有 分 布 ， 且 枝条 中 含有 的 高 活性 菌株 略 多 于 叶片 。 
K 6 30 株 柑 橘 内 生 真 菌 粗 提 物 对 柑橘 溃疡 病菌 的 抑制 活性 


Table 6 Inhibitory activities of the extracts of 30 fungal isolates against Xanthomonas citri subsp. 


T 


citri 
菌株 属 抑制 活性 最 低 抑制 浓度 
Fungal isolates Genus Inhibitory activity (10 mg- mL’) MIC (mg:mL’) 
WZMG-Y-12 Pene = 0.156 
Diaporthe 
WZMG-J-8-1 ZR EJE Schizophyllum --- 0.156 
WZMG-J-9 裂 裙 菌 属 Schizophyllum ze 0.156 
WZMG-Y-6 刺 盘 孢 属 Colletotrichum --- 0.3125 


WZMG-J-8-2 EEJ Aureobasidium -— 0.312 5 
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链 格 孢 属 
WZMG-Y-1-1-2 --- 10 
Alternaria 
WZMG-Y-27 刺 盘 孢 属 Colletotrichum +++ = 
Hs "GERA. "enn denk. “一 ”表示 无 抑 菌 活性 。 
Note: *---" indicates no bacteria, “+++” indicates bacteria growing; “—’” indicates no antibacterial activities. 


3 讨论 


本 次 从 柑橘 抗 病 品种 中 总 共 分 离 得 到 72 株 内 生 真菌 ， 归 为 14 个 属 。 分 离 的 菌株 数量 显 
著 少 于 前 人 报道 的 从 柑橘 中 分 离 的 内 生 真 菌 数量 〈 罗 永 兰 等 , 200$a; 2005b; Juybari et al., 
2019; Nicoletti, 2019; Sadeghi et al., 2019)， 可 能 与 采集 的 柑橘 品种 、 采 集 时 间 、 采 集 地 点 、 
样本 量 及 分 离 过 程 中 的 消毒 方法 等 多 种 因素 有 关 《 罗 永 兰 等 , 2005b; 王 利 娟 和 贺 新 生 , 2006; 
Juybari et al., 2019; Sadeghi et al., 2019). Petrini & Fisher (1986) 曾 提出 偶 见 种 或 稀有 种 的 检 
出 概率 通常 与 采样 量 的 大 小 成 正比 。 不 同样 品 、 不 同 组 织 部 位 消毒 时 间 的 差异 也 会 显著 影响 
内 生 真 菌 的 分 离 〈 王 利 娟 和 贺 新 生 , 2006)。 因 此 ， 后 续 可 对 柑橘 不 同 品种 、 不 同 组 织 部 位 内 
生 真菌 分 离 纯化 的 消毒 时 间 进 行 系统 优化 ， 并 增加 样本 量 〈 包 括 扩大 柑橘 品种 数量 ， 更 多 组 
织 部 位 、 分 布地 点 ， 不 同年 份 及 季节 等 ) 的 采集 和 分 离 。 

不 同 采集 地 的 柑橘 抗 病 品种 中 内 生 真 菌 的 分 布 差异 较 大 。 温 州 蜜柑 的 内 生 真菌 多 样 性 最 

高 ， 其 次 为 采 自 桂林 的 沙 糖 桔 ， 而 采 自 梧州 沙 糖 桔 中 的 内 生 真 菌 多 样 性 最 低 。 并 且 ， 采 自 桂 
林 的 柑橘 样品 术 叶 中 内 生 真 菌 多 样 性 变化 与 采 自 梧州 的 有 所 不 同 , 桂林 柑橘 样品 中 均 为 叶片 
中 内 生 真 菌 多 样 性 高 于 枝条 ， 而 梧州 柑橘 样品 中 的 叶片 内 生 真 菌 多 样 性 低 于 枝条 。 另 外 , 采 
自 梧州 的 沙 糖 桔 叶片 中 的 内 生 真 菌 与 采 自 桂林 的 沙 糖 桔 枝 、 叶 中 的 内 生 真 菌 相似 指数 均 为 0， 
其 枝条 中 的 内 生 真菌 与 桂林 沙 糖 桔 和 温州 蜜柑 枝条 中 的 内 生 真 菌 相似 指数 也 均 为 0。 不 同 柑 
T& E nu PRABA NA WM SETH BS 0033/8 73 Colletotrichum. Alternaria 及 Guignardia 
(Phyllosticta)， 采 自 桂 林 的 沙 糖 村 的 优势 属 为 Guignardia (Phyllosticta), Leptosphaeria, 2 H 
梧州 的 沙 糖 村 的 优势 属 为 Fusarium, Epicoccum, Colletotrichum, Ñi AFRIČKI R H 4 EJHA 
样品 中 的 内 生 真 菌 优势 属 也 存在 一 定 差 异 , 如 Juybari et al.(2019) 报 道 的 柑 权 CCitrus sinensis? 
内 生 真 菌 的 优势 属 为 Alternaria; 罗 永 兰 等 〈2005a) MIE GH), ME GER) 
HM MX) 中 分 离 鉴定 的 24 ^E, Colletotrichum, Alternaria 和 Fusarium 为 优势 属 ; 
c Durán et al. (2005) 报道 的 柠檬 (Citrus limon). 内 生 真 菌 的 优势 属 为 Colletotrichum; Araújo 
(>, et al. (2001) 报道 的 不 同 柑 橘 品种 中 内 生 真 菌 的 优势 属 为 Colletotrichum, Guignardia 和 
Cladosporium。 以 上 研究 表明 ， 植 物 中 内 生 真 菌 群落 结构 受 宿主 及 其 分 布 的 地 理 位 置 影响 
(Durán et al, 2005; 罗 永 兰 等 ， 2005b; 高 剑 ，2013; 黄 谦 ，2015; Sadeghi et al., 2019). 
Summerbell (2005) 研究 指出 相差 几 平 方 公里 的 生长 区 就 可 能 影响 根部 真菌 的 群体 结构 。 罗 
永 兰 等 2005b) 研究 发 现 柑 橘 内 生 真菌 种 群 出 现 的 频率 随地 理 纬度 的 升 高 而 降低 。 但 本 研 
完结 果 并 不 符合 此 规律 , 可 能 与 样本 量 较 小 无 法 体现 出 规律 有 关 , 也 可 能 是 受降 水 量 等 其 他 
因素 影响 。 相 似 的 ，Loro et al. (20120. 发 现 委内瑞拉 西北 部 三 个 不 同 环境 的 草本 植物 内 生 
真菌 的 多 样 性 和 定 殖 率 与 纬度 呈 负 相关 , 但 干旱 、 半 干旱 环境 可 能 因为 条 件 特殊 而 不 符合 此 
规律 。 另 外 , Carroll et al.(1978) 研 究 发 现 花旗 松 内 生 菌 的 定 殖 率 可 能 与 年 降水 量 成 正 相 关 。 
此 外 ， 有 研究 发 现 柑橘 种 子 中 未 发 现 内 生 真 菌 存 在 ， 推 测 柑橘 中 的 内 生 真菌 并 非 垂直 传播 ， 
1 是 来 自 周 围 环 境 (Nicoletti, 2019)。 植 物 内 生 菌 可 来 源 于 空气 、 雨 水 和 土壤 等 ， 不 断 从 环 
境 中 积累 , 进而 使 内 生 菌 组 成 表现 出 地 理 差异 性 。 此 外 , 柑橘 产 区 的 土壤 成 分 、 农 药 的 喷 施 、 
肥料 的 施用 等 也 可 能 对 内 生 真 菌 的 组 成 和 分 布 具 有 影响 CTian et al., 2004; Eschen et al., 2010; 
Per&oh, 2013; Sadeghi et al., 2019)， 但 具体 的 影响 机 制 还 有 待 更 深入 的 研究 。 

不 同 组 织 中 的 内 生 真 菌 群落 结构 差异 较 大 ， 部 分 菌株 的 分 布 具有 组 织 偏好 性 。 采 自 桂林 


的 温州 蜜柑 和 沙 糖 桔 均 为 叶片 中 的 内 生 真 菌 的 多 样 性 高 于 极 条 ; 而 采 自 梧州 的 沙 糖 桔 为 叶片 
中 的 多 样 性 低 于 枝条 。 叶片 中 的 优势 属 为 Alternaria、 Colletotrichum, Guignardia (Phyllosticta), 
枝条 中 的 优势 属 为 Fusarium, Schizophyllum, Epicoccum。 其 中 ,Alternaria、 Diaporthe、Nemania 
和 Nigrospora XIE F, Aureobasidium, Cladosporium, Leptosphaeria, Curvularia、 
Epicoccum, Corynespora, Schizophyllum 仅 分 布 在 枝条 中 ， 该 结果 与 前 人 研究 结果 有 较 大 差 
异 。 如 Sadeghi et al. (2019) 研究 柑 权 (Citrus reticulata cv. Siyahoo) PER H, F 
主干 、 根 〉 中 内 生 真 菌 组 成 差异 ， 发 现 Alternaria 也 仅 分 布 于 叶片 中 ， 但 Aureobasidium 在 
二 、 校 、 主 干 中 都 有 分 布 ，Cladosporium 分 布 于 所 有 研究 的 组 织 中 。 上 息 恭 妆 等 〈1981) 在 村 
REFERRE $]3 SE NICE RISE IER FYRRE S Alternaria, 而 Cladosporium 
和 Curvularia 仪 存在 于 叶片 中 。 罗 永 兰 《2005a) 研究 发 现 Alternaria 在 主干 皮层 、 枝 条 、 
果皮 、 叶 和 根 中 均 有 分 布 。 以 上 不 同 研究 结果 进一步 表明 ， 不 同年 份 、 不 同 季 节 、 不 同 地 点 
采集 的 不 同 柑橘 植株 ， 其 内 生 真 菌 的 分 布 情况 均 有 可 能 不 同 ( 罗 永 兰 等 , 2005 a, b; Sadeghi et 
al., 2019). 

柑橘 抗 病 品种 中 含有 的 内 生 真菌 普遍 具有 抗 柑橘 溃疡 病菌 活性 , 优势 属 及 特有 属 中 的 部 
分 菌株 对 柑橘 溃疡 病菌 均 具 有 较 好 的 抑制 活性 。 选取 的 30 株 内 生 真 菌 中 , 有 29 株 具有 抗 柑 
> 桶 溃疡 病 苗 的 活性 ， 共 归 为 14 ^). BERIL, HAP E PAED E A E ERGA 
一 物 的 内 生 真菌 是 具有 丰富 多 样 性 的 .柑橘 抗 病 品种 的 优势 属 中 的 不 同 菌 株 对 柑橘 溃疡 病菌 具 
a 有 不 同 程度 抑制 活性 ，MIC 介 于 0.312 5-10 mg * mL'; EA HEATA AA MIC 介 
于 0.156~5 mg "mL ， 总 体 优 于 柑橘 抗 病 品种 中 优势 属 。 并 且 ， 本 次 从 温州 蜜柑 叶 中 分 离 得 
到 的 Diaporthe 属 的 菌株 WZMG-Y-12， 以 及 从 枝 中 分 离 得 到 的 Schizophyllum 属 的 菌株 
WZMG-J-8-1 和 WZMG-J-9 表现 的 抗菌 活性 最 佳 。 其 中 ，Diaporthe 属 真菌 既是 柑橘 及 其 他 
植物 中 广泛 存在 的 内 生 真 菌 菌 属 (Huang et al., 2015; Cui et al., 2017; Brissow et al., 2017), [F] 
时 也 是 柑橘 及 其 他 植物 中 广泛 存在 的 病原 菌 属 CGomes et al, 2013; 黄 峰 ，2015; FRF, 
= 2017)。 己 有 大 量 研 究 表明 该 属 内 生 真 菌 代谢 产物 具有 广 谱 抗 菌 活性 (Chepkirui & Stadler, 
E EL 2017)。 也 有 报道 表明 Schizophyllum 属 内 生 真 菌 可 产生 具有 显著 抗菌 活性 的 代谢 产物 (Vieira 
t et al., 2012; 李 元 铭 , 2016)。 以 上 研究 表明 Diaporthe, Schizophyllum 属 菌株 对 其 宿主 温州 密 
柑 防 御 柑 桶 溃疡 病菌 侵害 可 能 具有 极为 重要 的 作用 。 有 关 特 有 属 与 柑橘 抗 病 性 互 作 关 系 有 竺 
后 续 进 一 步 深 入 研究 。 此 外 ， 此 次 研究 的 柑橘 抗 病 品种 中 均 含 有 镰刀 属 ， 且 该 属 菌株 均 表 现 
一 出 显著 抑 菌 活性 。 郭 东升 等 (2020) 研 究 发 现 柑橘 内 生 镰 刀 属 菌株 (Fusarizra avenaceum Gds-1) 
ri 发 酵 产 物 对 柑橘 青 霉 病 具有 高 效 稳定 的 防治 效果 ; 赵 昌 会 等 (2008) 研究 发 现 柑 橘 内 生 镰 刀 
属 菌株 对 金黄 色 和 葡 荀 球菌、 枯草 芽 孢 杆菌 及 黑 曲霉 均 具 有 抑制 作用 。 以 上 研究 表明 ， 灸 刀 属 

内 生 真 菌 产 生 的 代谢 产物 对 柑橘 防御 病害 可 能 具有 重要 作用 ， 后 期 可 加 强 该 方面 研究 。 
Zx E. 柑橘 抗 病 品种 中 含有 丰富 的 内 生 真 菌 资源 , 内 生 真 菌 的 组 成 及 高 活性 菌株 数量 的 
分 布 受 宿 主 、 组 织 及 地 理 位 置 影响 。 但 本 研究 未 系统 性 研究 同一 果园 不 同 柑橘 抗 病 品种 中 内 
生 真 菌 的 组 成 、 分 布 及 其 抗菌 活性 与 柑橘 抗 病 性 的 关系 。 另 外 ， 有 关 柑 橘 内 生 真 菌 次 生 代 谢 
产物 抗菌 活性 方面 的 研究 仍 较 少 , 且 尚 未 见 有 关 柑 橘 内 生 真菌 发 酵 产 物 抑制 柑橘 溃疡 病菌 的 
研究 报道 。 后 续 可 深入 探讨 柑橘 抗 病 品种 中 内 生 真 菌 种 类 、 抗 菌 活性 与 其 宿主 抗 病 性 关系 ， 
进一步 挖掘 柑橘 中 的 活性 内 生 真菌 ,并 研究 活性 菌株 的 活体 抗菌 活性 ， 以 及 其 活性 成 分 和 作 

机 制 ， 为 开发 可 替代 的 杀 戎 剂 防治 柑橘 溃疡 病 以 及 柑橘 产业 的 可 持续 发 展 黄 定 基础 。 
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